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GLOSARIO

AINES: Los antiinflamatorios no esteroides (abreviado AINES) son sustancias
quimicas con efecto antiinflamatorio, analgésico y antipirético por lo que
reducen los sintomas de la inflamacion, alivian el dolor y la fiebre

respectivamente.

ANTIBIOTICO: Es cualquier compuesto quimico utilizado para eliminar o inhibir

el crecimiento de organismos infecciosos.

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS: Son aquellas bacterias que no se tifien de
azul oscuro o violeta por la tincion de Gram, y lo hacen de un color rosado

tenue: de ahi el nombre de "Gram-negativas" o también "gramnegativas".1
BOMBA DE PROTONES: Son complejos enziméaticos integrales de membrana
gue es capaz de movilizar protones a través de la membrana de una célula, de

la mitocondria o de cualquier otro compartimento subcelular.

ESOFAGITIS: Inflamacién aguda o secuelas crénicas sobre la pared esofégica,

por el paso repetido del contenido gastrico hacia el eséfago.

HERNIA HIATAL: La hernia hiatal es una afeccién en la que la parte superior
del estbmago se desplaza hacia arriba a través de una pequefia abertura del
diafragma hacia el pecho. El diafragma es la pared muscular que separa la
cavidad abdominal de la cavidad tor4cica.

GASTRITIS: Inflamacién de la mucosa gastrica.

ULCERA: lesion abierta con pérdida de sustancias en los tejidos organicos.
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RESUMEN

Helicobacter pylori afecta a mas del 80% de la poblacidén de los paises en via
de desarrollo causando gastritis aguda y cronica, dando paso a diversas
enfermedades gastroduodenales incluso céancer gastrico. Los regimenes de
erradicacion de este microorganismo mas utilizados consideran la combinacién
de un inhibidor de la bomba de protones y dos antibioticos; sin embargo, esta
pauta de tratamiento presenta fallas que pueden ser atribuidas principalmente
al desarrollo de resistencia a los antibiéticos por parte de la cepa infectante. El
presente estudio tuvo por objetivo evaluar fenotipicamente la susceptibilidad
frente a claritromicina, amoxicilina y levofloxacina en cepas de H. pylori
aisladas a partir de biopsias gastricas de pacientes que asistieron al centro de
diagnostico Gastroduodenal Intermedius E.D. LTDA de la ciudad de Monteria
durante los meses de febrero y marzo, se uso para ello las técnicas de difusién
con disco (Kirby-Bauer). Encontrdndose una prevalencia de H. pylori del 38.6
%, de los cuales el 29.1% eran de sexo masculino en edades comprendidas
entre los 54-62 afios, con estratos socioecondémicos y grados de escolaridad
bajos, la mayoria de los pacientes positivos para H. pylori registraron mas de
tres factores de riesgo para padecer la infeccion y la sintomatologia mas comun
fue el dolor abdominal (29.5%) y la inapetencia frente a la comida (27.3%). No
se encontraron antecedentes clinicos de interés; los diagndsticos clinicos que
se presentaron con mayor frecuencia fueron, la gastritis (9.1%) y el reflujo
(4.5%), y en cuanto al diagnostico endoscépico en los pacientes positivos para
H. pylori la gastritis erosiva fue el diagnostico mas frecuente (15.9%); por otro
lado al evaluar la suceptibilidad se encontraron tasas de resistencias altas para
amoxicilina (82.4%) y claritromicina (58.8%) y resistencia moderada para
levofloxacina (29.4%). Del estudio se puede concluir que para obtener buenos
resultados en la erradicacion del H. pylori, se debe administrar de manera
controlada los antimicrobianos usados para este fin y de esa manera evitar

incrementos en la resistencia y por ende fallas en el tratamiento.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori affects more than 80 % of the population of the developing
countries causing sharp and chronic gastritis, giving | go on to diverse diseases
gastroduodenales enclosed gastric cancer. The rate of eradication of this
microorganism most used consider the combination of an inhibitor of the bomb
of protons and two antibiotics; nevertheless, this guideline of treatment presents
faults that can be attributed principally to the development of resistance to the
antibiotics on the part of the vine-stock infectante. The present study had for
aim evaluate fenotipicamente the susceptibility opposite to claritromicina,
amoxicilina and levofloxacina in vine-stocks of H. pylori isolated from patients'
gastric biopsies that there was present at the center of diagnosis
Gastroduodenal Intermedius E.D. LTDA of the city of Hunt during February and
March, | use for it the technologies of diffusion with disc (Kirby-Bauer). Being a
prevalencia of H. pylori of 38.6 %, of which 29.1 % was of masculine sex in
ages understood between 54-62 years, with socioeconomic strata and low
degrees of education, the majority of the positive patients for H. pylori registered
more than three factors of risk to suffer the infection and the most common
symptomatology was the abdominal pain (29.5 %) and the inappetence
opposite to the food (27.3 %). They did not find clinical precedents of interest;
the clinical diagnoses that they presented with major frequency were, the
gastritis (9.1 %) and the reflux (4.5 %), and as for the diagnosis endoscopico in
the positive patients for H. pylori the erosive gastritis was the most frequent
diagnosis (15.9 %); on the other hand on having evaluated the suceptibilidad
they found rates of high resistances for amoxicilina (82.4 %) and claritromicina
(58.8 %) and resistance moderated for levofloxacina (29.4 %). From the study it
can be concluded that to get good results in the eradication of H. pylori should
be administered in a controlled manner antimicrobials used for this purpose and

thereby avoid increases in resistance and thus treatment failure.
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1. INTRODUCCION

Helicobacter pylori es una bacteria capaz de colonizar y persistir en el
estomago humano toda la vida, a menos que sea erradicada por una terapia
antimicrobiana (Telford,1997). Se encuentra implicada en el desarrollo de
varias enfermedades gastroduodenales (Covacci, 1999) y se estima que la
infeccion con este microorganismo afecta el 80% de la poblacion de los paises
en via de desarrollo, situacién que se le atribuye a las pobres condiciones
sanitarias existentes en estas sociedades y que determinan frecuentes

exposiciones al patégeno (Dunn, 1997).

Practicamente, todas las personas infectadas presentan inflamaciéon de la
mucosa gastrica, sin embargo un pequefio porcentaje de individuos
colonizados desarrolla enfermedades severas. Una vez H. pylori coloniza el
epitelio gastrico ocurre una estimulacion del sistema inmune que trae como
consecuencia la inflamaciéon de la mucosa y el desarrollo de gastritis cronica
(Montecucco, 2001). La inflamacion de la mucosa gastrica inducida por H.
pylori incrementa el riesgo de un amplio espectro de enfermedades desde
enfermedad ulcerativa hasta adenocarcinoma gastrico distal, linfoma géstrico

tipo MALT y desordenes linfoproliferativos de la mucosa.

Para la erradicacion de H. pylori los regimenes mas utilizados consideran la
combinacion de tres medicamentos, los que incluyen un inhibidor de la bomba
de protones (PPI) o citrato de bismuto ranitidina (RBC) y dos antibiéticos, entre
ellos, los mas usados, amoxicilina, tetraciclina, metronidazol y claritromicina
(Wu, 2000). Esta terapia triple se considera como un patron de oro en la
erradicacion de H. pylori y segun el “Maastricht 2-2000 Consensus Report”, se

debe mantener por 7 dias para lograr resultados favorables (Perri, 2006).

El uso de estos esquemas de tratamiento ha conseguido del 70 al 90% de

erradicacion de H. pylori (Trespalacios, 2007), y muchos factores han sido
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implicados como causa en las fallas, sefialandose como principal la resistencia
a la mayoria de los antibiéticos usados. En razén a este hecho la introduccién
de levofloxacina ha surgido como una alternativa atil en el tratamiento de
erradicacion de este patdgeno (Gisbert, 2006), diferentes estudios con esta
quinolona han mostrado que tiene una excelente actividad in vitro en la
erradicacion de H. pylori, también en estudios clinicos, las terapias que
contienen levofloxacina, han demostrado ser efectivas en la terapia de
erradicacion de primera y segunda linea (Miyachi, 2006). En Colombia se han
evidenciado cifras crecientes de resistencia a claritromicina (21.7%) vy
amoxicilina (15.7%) en la poblacién Bogotana (Mufioz, 2007); pero a la fecha
no se encuentran reportes acerca de la resistencia a levofloxacina en nuestro
pais y el conocimiento que existe en el mundo acerca de la prevalencia de
resistencia de este antibiotico, es limitado, conocerlo permitird recomendar su
uso en la terapia de erradicacién de H. pylori. En el Caribe Colombiano y mas
especificamente en Cdérdoba no se conocen estudios que muestren esta
problematica, de alli que este estudio busca determinar. ¢(Cual es la
prevalencia de la resistencia de Helicobacter pylori frente claritromicina,
amoxicilina y levofloxacina en pacientes de la Ciudad de Monteria, Cérdoba?

Y de esta forma contribuir activamente a la disminucion de la infeccion y el
progreso de las enfermedades gastroduodenales asociadas a este
microorganismo. A su vez este proyecto permitira a la universidad de Coérdoba
contribuir activamente en las investigaciones sobre el impacto del H. pylori en
la poblacion, lo cual inmiscuye directamente a las instituciones de Salud de la
region, convirtiéndose en un gran apoyo para las entidades departamentales de
control. Ademas, se fortaleceran los lazos del manejo interdisciplinario dentro
de la institucién, dando diversidad de soluciones ante un problema de Salud
Publica evidente. Asimismo se fortalecera la infraestructura de laboratorios

para la evaluacion de la resistencia de este microorganismo.

Este proyecto también dara pie a que se creen nuevas investigaciones en otros

departamentos del territorio colombiano; para asi contribuir de manera positiva

14



en la prevencion de enfermedades y mejorar de esta manera la calidad de vida
del pueblo colombiano.
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2. MARCO TEORICO

La bacteria del genero Helicobacter fue descubierta por los investigadores
B.J.Marshall y J.R. Warren en el estbmago de perros y gatos en el afio de
1983 quienes, tras la realizacion de un cultivo de mucosa géastrica, obtuvieron
un microorganismo gram negativo, En 1906, Kreintz y col, comunican el
hallazgo de estos microorganismos en enfermos de cancer gastrico y en 1940
Freedberg y Barron detectan la presencia de estas bacterias en el 40% de los
muestras de gastrectomias.

Sin embargo, hasta 1975 no se empieza a considerar seriamente una
asociacion entre bacterias espiriformes y patologias gastricas y hay que
esperar hasta 1983 fecha en que Warren y Marshall comunican sus
observaciones con tinciones de plata de biopsias y cultivos de estas bacterias
para las que proponen el nombre de Campylobacter like organisms (CLO). En
1885, Marshall se infecta personalmente con el gérmen que denomina Pylori
Campylobacter, desarrollando un cuadro de gastritis; No obstante, las
diferencias morfolégicas de la nueva especie con las preexistentes, su patrén
de acidos grasos y diferencias genéticas, ponia en duda su inclusion en el
género  Campylobacter, lo que llevé a la propuesta del nuevo género
Helicobacter (Goodwin, 1989).

Posteriormente se empezé a evaluar y estudiar su asociacion con las
infecciones gastrointestinales debido a su capacidad de colonizar la mucosa
gastrica del hombre a pesar de encontrarse en un su medio ambiente tan hostil
(bajo pH) .Ocasionando infecciones cronicas que pueden perdurar durante toda
la vida a pesar de la respuesta inflamatoria e inmune desarrollada por el
huésped. (Vallejos, 2002). A partir de esta fecha, son numerosas las
publicaciones que aparecen en las que se comunican la presencia de la H.

pylori en las muestras de biopsias gastricas.
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2.1 Morfologia

H. pylori es un bacilo Gram negativo, curvado y microaerofilico que mide de
0.5-1.0 ym de ancho y 3 ym de largo. Su crecimiento es lento y tomade 5a 7
dias poder observar y diferenciar sus colonias en los medios soélidos ricos en
nutrientes como: peptona, triptona, extracto de levadura, glucosa y sales de
cloruro de sodio y bisulfito de sodio, suplementado con sangre de caballo,
suero fetal bovino (SFB) o ambos; que son necesarios para su crecimiento.
Cuando se encuentra en la mucosa gastrica se puede encontrar de forma
espiral mientras que en los medios artificiales su morfologia es menos espiral
También posee de 4-8 flagelos polares recubiertos por una estructura lipidica
como medida de proteccién para evitar su degradacion por el medio acido.
(Alarcon, 2004).

2.2 Identificaciéon de H. pylori

Como medida de defensa el H. pylori posee una serie de caracteristicas
bioquimicas que le permiten adaptarse, defenderse y sobrevivir en el
estomago. La ureasa es uno de los factores de defensa mas importantes de la
bacteria porque le da la capacidad de hidrolizar la urea y de neutralizar el
acido del estomago; de esta forma facilita su supervivencia. También posee
otras dos enzimas, la oxidasa y la catalasa, muy Utiles para su identificacion
cuando crece en medios de cultivo; ademas segrega proteasas, citotoxinas
como interluquinas (IL)-1-12, factor de necrosis tumoral alfa (TFNa) factor de
activacién plaquetaria (PAF), interferon gamma (INFy), especies reactivas de
oxigeno (ROS), lipopolisacéaridos y fosfolipasas que atraen a los macréfagos y
Neutrofilos produciendo inflamacion en la zona afectada.

En mayo del afio 2000, Sachs y colaboradores describieron una proteina
denominada Urell con la capacidad de regular la transferencia de la urea del
medio externo del estdbmago hacia el citoplasma a través de canales que
mejoran el ingreso de urea al citoplasma celular del H. pylori, favoreciendo la
produccion de amonio necesario para neutralizar el periplasma asegurando su

supervivencia. (Hernandez, 2001).
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2.3 Factores de Virulencia

El H. pylori es un microorganismo que tiene varios factores de virulencia
debido a su gran variabilidad genética lo que le permite interactuar con otros
factores ambientales para iniciar la infeccion. Los factores de virulencia que
estdn mas asociados con las enfermedades gastricas son los genes cagA,
vacA e iceA. Diferentes estudios han demostrado que gen cagA codifica una
proteina de membrana externa denominada proteina asociada a la citotoxina
(cagA) que aunque su funcion es aun desconocida, su presencia junto con el
gen cagA tiene una responsabilidad parcial de los mecanismos de sefializacion
que conducen al desarrollo de gastritis activa crénica, gastritis atréfica, ulcera
péptica y aumenta el riesgo de cancer gastrico; el gen vacA se asocia con la
expresion de citotoxinas, su estructura esta compuesta por dos regiones, la
region sefial (s), dividida en tres subtipos, sla, slb y s2, asociados a
enfermedades como Ulcera péptica y cancer gastrico; y la region media (m),
que se clasifica en dos alelos: alelo tipo ml (para cepas con actividad
citotoxica) y el alelo tipo m2 (para cepas sin actividad citotoxica); el gen iceA
(inducido por contacto con el epitelio) con una estructura similar a una
endonucleasa de restriccion, también se ha sugerido como marcador en la

predisposicion de ulcera péptica. (Forné, 2001)

Otros factores que se han relacionado como mediadores para facilitar la

infeccion de H. pylori son:

e Estructura curvoespiral: le permite introducirse a través de la capa de
moco gastrico, actuando de forma similar a un sacacorchos y
favoreciendo por tanto el acercamiento a las celulas parietales gastricas.

e La movilidad: la presencia de sus flagelos le confiere una gran
movilidad y facilidad para desenvolverse en la viscosidad del moco
gastrico, el cual, por sus caracteristicas fisicoquimicas es uno de los

principales mecanismos de defensa del huésped.

18



e Actividad de la ureasa: la ureasa le facilita a la bacteria sobrevivir en el
medio acido del éstomago por su capacidad de hidrolizar la urea y
producir amonio, mecanismo necesario para mantener la alcalinidad del
medio y permitir la sobrevivencia de la bacteria (que solo requiere el 5%
de O, para sobrevivir)

e Actividad de la catalasa y el superoxido dismutasa: estas enzimas
protegen a la bacteria frente a los factores tdxicos de los metabolitos
(H202) producidos en las reacciones de peroxidacion de los acidos
grasos saturados, mecanismos oxidativos de defensa, tanto de los
macrofagos como de los Neutrofilos del huésped.

e Capacidad de adherencia: la membrana que recubre los flagelos
desempefia un importante papel en la proteccion de los flagelos y en su
adherencia. Posee una gran variedad de adhesinas que reconocen de
forma especifica a los receptores de la mucosa gastrica.

e Inhibicién de la secrecion acida: su mecanismo de accion no es bien
conocido, pero se sabe que es una proteina termolabil que no es toxico
para el epitelio gastrico, con una accion antisecretora sobre las celulas
parietales.

e Capacidad hidrofoba: esta caracteristica le confiere una mayor
afinidad por la mucosa gastrica, facilitando su penetracion.

e Microaerofilia: el H. pylori necesita oxigeno a bajas concentraciones

que oscila entre 2-8% para su buen crecimiento (Forné, 2001)

2.4 Patogénesis

Aunque la mucosa gastrica esta bien protegida contra las infecciones
bacterianas, el H. pylori esta altamente adaptado a este nicho ecoldgico con
una Unica variedad de caracteristicas que le permite la entrada en el moco,
adherirse a las células epiteliales, evadir la respuesta inmune y como

consecuencia, la persistencia de su colonizacion y la facilidad de transmision.
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H. pylori secreta proteinas que interactian con las células epiteliales del
estdmago, Luego de la infeccion, el curso clinico es variable y depende tanto
de factores bacterianos como del huésped. Una vez el H. pylori esta presente
en el huésped causa una continua inflamacion de la mucosa gastrica
provocando inicialmente una respuesta inflamatoria que consiste en el
reclutamiento de neutrofilos, seguidos por los linfocitos T y B, las celulas
plasmaticas, y los macrofagos aunque también participan moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad que induce la apoptosis de las celulas
epiteliales. Los genes del H. pylori inducen la formacion de IL-8 y otras
quimiokinas que atraen a los neutrofilos, también esta involucrado el factor de
necrosis tumoral a y la IL-1B y el interferén y participan en el incremento de la
liberacion de gastrina y de este modo induce la produccion de la secrecion
acida (Premoli, 2004). También libera ureasa, que neutraliza el pH &cido del
estbmago y toxinas que contribuyen a la formacion de Ulceras. El
microorganismo se adhiere a las células mucosas de la superficie géastrica y
reside en la capa mucosa, sin invadirla. Se encuentra preferentemente en el
antro gastrico, donde reconoce los antigenos fucosilados de membrana del
grupo sanguineo, conocidos como H y Lewis b, una vez alli, Helicobacter pylori
libera distintas toxinas y enzimas, que originan una inflamacion crénica
(gastritis cronica activa), capaz de alterar la integridad de la membrana.
Cuando los mecanismos reparadores no pueden curar la lesion inflamatoria, la
secrecion &cida destruye la barrera protectora de la mucosa y puede provocar
una ulcera. El aumento en la secrecion de gastrina puede deberse al efecto
directo de la bacteria (toxinas) o indirecto (inflamacion). Posiblemente, la
hipergastrinemia origina la expansion de las células parietales, o que aumenta

la secrecion acida, incluso después de erradicarse el gérmen (McGee, 1999)

2.5 Manifestaciones clinicas:

La infeccion por H. pylori estd asociada con diferentes enfermedades en
humanos de las cuales la mas comun es la gastritis créonica que afecta
principalmente la zona del antro, pudiendo extenderse incluso hacia el cuerpo
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gastrico en individuos de edad avanzada. Algunos autores consideran la
existencia de dos formas de gastritis cronicas:

- Tipo A: que se localiza fundamentalmente a nivel del cuerpo gastrico y
suele acompafiar a la anemia perniciosa. Se le responsabiliza a
mecanismos inmunoldgicos.

- Tipo B: de localizacion antral (antritis), que suele asociarse a Uulcera
duodenal y presenta una fuerte asociacion con la infeccién con
Helicobacter Pylori.

El proceso inflamatorio en la gastritis crénica por Helicobacter Pylori se explica
de la siguiente manera. El sistema inmunolégico que es el encargado de
erradicar el germen en cualquier proceso infeccioso, es incapaz en este caso
en particular, lo que origina una inflamacién crénica. Para posteriormente
evolucionar en una atrofia de la mucosa gastrica, seguida de una alteracion en
la secrecion de &cido pepsindgeno y factor intrinseco (Dunn, 1993).

La gastritis cronica producida por el H. pylori incrementa el riesgo de un amplio
espectro de enfermedades desde enfermedad ulcerativa hasta
adenocarcinoma gastrico distal, linfoma gastrico tipo MALT y desordenes
linfoproliferativos de la mucosa; aunque la bacteria prolifera casi
exclusivamente sobre la superficie del epitelio gastrico, también se puede
encontrar areas de metaplasia gastrica en el bulbo duodenal, pero no se asocia
al epitelio intestinal, ni con celulas pequefias del intestino, ni con metaplasia

intestinal en el estomago (Blaser, 1990)

2.6 Epidemiologia

Desde el punto de vista epidemiolégico se ha observado una mayor
prevalencia de la infeccion en individuos de edad avanzada, pudiendo presenta
colonizacion.

Sin embargo la prevalencia se hallaria condicionada también por otros factores
ademas de la edad, como el factor socioecondémico, como lo demuestra el
hecho de una mayor prevalencia y una mas temprana colonizacion por el

germen en paises no desarrollados en relacion a aquellos industrializados.
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La transmision es un punto que actualmente no se conoce con certeza, aunque
se supone pudiera ser de persona a persona ya sea a través de la via
respiratoria o por via fecal- oral como lo indican algunos estudios. Incluso en
algunos de ellos han puesto de manifiesto el fenbmeno de transmision dentro

del grupo familiar (Goodwind, 1993)

2.7 Tratamiento

Para la erradicacion de H. pylori los regimenes mas utilizados consideran la
combinacion de tres medicamentos, los cuales incluyen un inhibidor de la
bomba de protones o citrato de bismuto ranitidina y dos antibiéticos, entre ellos,
los mas usados son amoxicilina, tetraciclinas, metronidazol y claritromicina
(Wu, 2000), si este régimen inicial llegase a fracasar se procede con la terapia
de segunda linea (Malfertheiner, 2002). La terapia de segunda linea consiste
en una combinacion cuadruple de medicamentos por 7 dias, usando un
inhibidor de protones y citrato de bismuto, metronidazol y tetraciclinas (Gisbert,
2007). Después de varias fallas en los tratamientos de primera y segunda linea,
se usa la combinacion de medicamentos no usados antes en el paciente como
terapia de tercera linea, principalmente se usa la combinacién de amoxicilina y

claritromicina (Perri, 2003)

2.8 Resistencia Antimicrobiana

Las causas del fracaso en los tratamientos para la erradicacion del H. pylori
muchas veces no quedan claras, entre las mas comunes encontramos la
penetracion inefectiva de los medicamentos, inactivaciéon de estos por el pH
acido de estomago Y la resistencia del H. pylori a los antibioticos usados en el
tratamiento, cabe resaltar que la resistencia antimicrobiana es la capacidad que
tienen las bacterias de soportar los efectos de los antibioticos destinados a
eliminarlas o controlarlas; la resistencia es el principal factor explicativo del
fracaso terapéutico, ya que no hay duda que el mal uso de estos
medicamentos ha contribuido al incremento en la velocidad de generacion de

resistencia a ellos (Carlos, 2008)
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Dentro de los antibidticos més utilizados para la erradicacion del H. pylori se
encuentra amoxicilina, claritromicina, tetraciclinas y metronidazol pero su uso
esta determinado segun las condiciones de resistencia del paciente y muchas
veces de la patologia. Se han realizado muchos estudios, los cuales han
demostrado que:

- La claritromicina es ampliamente utilizado pero ha presentado diversas
mutaciones puntuales en el dominio V del gen 23S ARN ribosomal que afecta
la actividad peptidil transferasa. La creciente tasa de resistencia a
claritromicina observada en diversas regiones varia desde 5.9% en Corea, 7%
en Brasil, 42.9% en nifios y 11.1% en adultos en Tokio, en estados unidos varia
entre 7-17%. El mecanismo de resistencia a claritromicina se debe a una
disminucién de la capacidad de union del antibiético al ribosoma, de modo que

no se afecta la sintesis de proteinas (Occhialini, 1997)

- La amoxicilina no ha sido bien informada aunque si se han encontrado casos
de resistencia transitoria a este antibiético (Farina,2007), el mecanismo de
resistencia no es muy claro aunque algunos informes sugieren una mutacion o
modificacién en la proteina de union a la penicilina que proporciona resistencia
a los [B-lactamicos, otros mecanismos que explican la resistencia a este
antibiotico son cambios en la permeabilidad a la droga y alteraciones en las
bombas de eflujo (Paul, 2001)

- La levofloxacina ha sido sugerida como tratamiento de rescate tras el fracaso
de la terapia de primera linea, aunque los estudios sobre resistencia de las
fluoroquinolonas son escasos, se han comprobado hasta un 21% de resistencia
en Portugal y un 4.7% en Holanda, en Francia y otros paises europeos se
detecto una tasa de 3-4%. Al igual que ocurre con la mayoria de los
antimicrobianos la resistencia a este farmaco se debe al uso no controlado que
conlleva a la mutacion cromosomica, en este caso en la region génica gyra. Sin
embargo su resistencia es progresiva y resulta de sustituciones sucesivas de

aminoacidos a la subunidades que aumentan la concentracibn minima
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inhibitoria; la resistencia a levofloxacina se debe a mutaciones en las
subunidades girasas que cambian la conformacion de la girasa de modo que
esta reduce o pierde su afinidad por las fluoroquinolonas (perdida de afinidad a
la girasa) (Megraud, 2003)

2.9 Determinacion de la resistencia en el laboratorio

El método de difusion en agar, modificado en 1996 por kirby y Bauer, quienes
implementaron el empleo de discos de papel de filtro para las pruebas de
sensibilidad, y estandarizaron la técnica, ha sido durante muchos afios el
método de determinacion de la suceptibilidad antimicrobiana mas usada en el
mundo a pesar de ser una técnica cualitativa, en funcién sobre todo de su
comodidad, economia y fiabilidad.

Este método en el cual se utilizan discos de papel filtro que contiene una
concentracion conocida de antibidtico. La técnica consiste en colocar discos
asépticamente sobre la superficie de una placa de agar que se ha sembrado
previamente con un inoculo del microorganismo en estudio, permitiendo la
difusion del antibiético, para luego de un periodo de incubacién realizar la
lectura estudiando el crecimiento del microorganismo. Se valora el diametro de
la zona de inhibicion que se forma alrededor de cad disco y se compara con
las referencias oportunas publicadas por el NCCLS; y de esta forma poder
informar si el microorganismo es Sensible, Intermedio o Resistente
(Osato2000)

La técnica de kirby-Bauer para H.pylori, ha sido validada usando agar Mueller-
hinton suplementado al 10% con sangre de caballo, el cual es inoculado con
una suspension bacteriana de un cultivo de dos dias que se encuentre a una
concentracién de 10® UFC/ml para luego ser incubado a 37° C, en condiciones

microaerofilicas por 72 horas( Grignon, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar fenotipicamente la prevalencia de la resistencia a claritromicina,
amoxicilina y levofloxacina de cepas de Helicobacter pylori aisladas de
pacientes diagnosticados con enfermedad gastroduodenal de la ciudad de

Monteria - Cordoba.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar Helicobacter pylori de biopsias gastricas obtenidas de pacientes con
diagnéstico de enfermedad gastroduodenal.

e Relacionar la presencia de Helicobacter pylori con las diferentes variables
del estudio.

e Estimar la prevalencia de resistencia antimicrobiana de los aislamientos
bacterianos de Helicobacter pylori frente a los antibidticos claritromicina,

amoxicilina y levofloxacina.
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO:

Descriptivo de corte transversal.

4.2 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.
Este estudio se llevo a cabo en el Centro de Diagndstico Gastroduodenal
Intermedius E.D LTDA de la ciudad de Monteria - Cordoba

4.3 POBLACION:

Todas las personas que asistieron al centro de Diagnoéstico Gastroduodenal
Intermedius E.D LTDA de la ciudad de Monteria para toma de endoscopia

durante un mes.

4.4 MUESTRA:

Se realizo un muestreo por conveniencia en donde se tomaron muestras a los

pacientes sospechosos de tener lesiones ocasionadas por H.pylori.

Se tomaron 3 biopsias antrales por el procedimiento de endoscopia a cada
sujeto durante los meses comprendido entre Febrero y Marzo del 2011 y a

partir de estas muestras se aislo la bacteria.

4.5 UNIDAD DE ANALISIS:

Correspondié a cada uno de los sujetos mayores de 18 afios diagnosticados
para enfermedad gastroduodenal, que asistieron al Centro de Diagndstico
Gastroduodenal Intermedius E.D LTDA de la ciudad de Monteria y cumplieron

con los siguientes criterios:
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4.5.1 CRITERIOS DE INCLUSION
e Ser paciente del Centro de Diagnéstico Gastroduodenal Intermedius E.D
LTDA.
e Ser mayor de 18 afios.
e Tener diagnostico de enfermedad gastroduodenal.
e Haber diligenciado la encuesta clinico epidemioldgico.
e Haber firmado el consentimiento informado.
4.5.2 LOS CRITERIOS DE EXCLUSION:
¢ No ser paciente del Centro de Diagndstico Gastroduodenal Intermedius
E.D LTDA.
e Tener edad menor de 18 afios.
e No tener diagnostico de enfermedad gastroduodenal.
¢ No haber diligenciado la encuesta clinico epidemiolégico.

e No haber firmado el consentimiento informado.

4.6 PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE LA INFORMACION
4.6.1 Aplicacién de la encuesta:

Para identificar los factores de riesgo en la poblacion objeto del estudio, se
aplico una encuesta clinico epidemioldgica semiestructurada la cual contenia

preguntas relacionadas con la epidemiologia de la bacteria (ANEXO A)
4.6.2 Recoleccion de Muestras:

H. pylori se encuentra predominantemente en la parte antral del estbmago, y
tiene una distribucién en forma de parches, por lo cual se tomaron 3 biopsias
antrales, cada una de un punto diferente, para asi asegurar el aislamiento. De
las tres muestras tomadas, una se uso para la prueba de ureasa directa, la cual
se llevo a cabo directamente en el sitio de toma de muestra; las dos biopsias

restantes se transportaron, cada una en un tubo estéril con 0,5 ml de caldo
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Brucella® con 20% de glicerol, donde H. pylori permanece viable hasta por 24
horas a 4°C.

4.6.3 Procesamiento y analisis de muestras:

Las dos biopsias que fueron sumergidas en caldo Brucella con glicerol al 20%,
se transportaron al laboratorio, donde bajo condiciones asépticas se
maceraron, y cultivaron, cada una sobre una placa de Agar selectivo y dos
placas Agar no selectivo (sin antibidtico). Se estandarizara las condiciones y
medio de cultivo a utilizar, de tal forma que se obtuvieron excelentes

caracteristicas de crecimiento.

Las cepas bacterianas se seleccionaron por la presencia de colonias
pequefias, uniformes, transllcidas, brillantes, ureasa y catalasa positivas y
visualizadas por tincién de Gram como bacilos largos o curvos Gram negativos;
a partir de estas bacterias aisladas se realizaron 2 repiques, destinados uno a
la realizacion de la prueba de antibiograma, y el otro para su congelacién y

preservacion.

A partir de las cepas aisladas se preparo un inoculé ajustado a la escala 3 de
MacFarland (108 UFC/ml), y con esta suspension se llevo a cabo la
determinacién de susceptibilidad antibidtica frente a claritromicina, amoxicilina y
levofloxacina, por las técnicas de Kirby — Bauer , se utilizaron placas de Agar
Mueller-Hinton suplementado al 10% con sangre de caballo, al 2% con Vitox,
en cada placa de medio de cultivo se colocaron los Sensidiscos de
claritromicina, amoxicilina y levofloxacina, las placas se incubaron a 37°C y
12% de CO, , por 48 horas. Para la realizacion de esta prueba se utilizo como
cepa control, la cepa ATCC 43504.

Para la congelacion de los aislamientos bacterianos, se tomara una placa de

cultivo de cada cepa, la cual sera resuspendida en crioviales que contengan

caldo Brucella con 20% de glicerol, y se llevaran a congelacion a —70° C.
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5. RESULTADOS
Durante los meses de Febrero y Marzo del afio en curso, en el centro de
Diagnostico Gastroduodenal Intermedius E.D. LTDA de la ciudad de Monteria
se tomo una muestra de 44 pacientes que asistieron para el procedimiento de
endoscopia de los cuales se obtuvieron 3 biopsias por paciente para un total de
132 biopsias; las edades de estos pacientes estaban comprendidas entre los
18 y 89 afios de edad con un promedio de 50 afios (Figura 1), la mayoria de
estos pacientes eran de sexo masculino (65.3%) y pertenecian a los estratos |
y Il con estudios secundarios y universitarios (Tabla 1); Los ingresos
mensuales eran superiores 0 iguales a un salario minimo y sus grupos
familiares los constituian un maximo de tres personas incluyendo un nifio por

hogar.

EDADES

25%

25%

20%
15.9%

13.6% 13:6%

15% 11.3%

=

10%

5% 2.2%

O% T T T T T T T T 1
18-26  27-35 36-44 45-53 54-62 63-71 72-80 81-89

Figura 1: Distribucién de las frecuencias de edad de los pacientes incluidos en
el estudio
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Variables Frecuencia Porcentaje %
| 19 43,2
o Il 16 36,4
<
=~ 11 4 9,1
(|7) \Y 4 9,1
o )
\% 1 2,3
Total 44 100,0
Ninguno 8 18,2
)
<Dt Primaria 8 18,2
E Secundaria 12 27,3
-
8 Técnico 5 11,4
ﬂ Universitario 11 25,0
Total 44 100,0

Tabla 1: Estrato socioeconémico y nivel de escolaridad de los individuos.

5.1 HALLAZGOS MICROBIOLOGICOS

Al evaluar microbiolégicamente las muestras de las biopsias antrales se obtuvo
una frecuencia de 17 cultivos positivos para H pylori lo cual representa un
porcentaje de 38.6 %; de estos cultivos el 29.5% pertenecian a hombres vy el
rango de edades donde se encontré6 mayor numero de casos fue el
comprendido entre los 54 y 62 afios con un 23.5%.

Se evalué la concordancia del resultado macroscépico producto de la
visualizacion de las lesiones por parte del gastroenter6logo al momento de
hacer la endoscopia con los cultivos positivos para H. pylori y se encontré que
para el 82.4% de los casos hubo concordancia entre las lesiones

macroscopicas compatibles con H. pylori y el hallazgo microbiolégico.

5.2 FACTORES SOCIODEMOGRAFICOS

Se analizo la presencia de H pylori con relacion a las diferentes caracteristicas
sociodemograficos y se encontr0 que la mayoria de los pacientes
pertenecientes al estrato | (25%) fueron positivos para H pylori; al hacer el
analisis bivariado entre presentar H pylori y el estrato sociodemograficos se

encontré que las personas pertenecientes al estrato | tienen 4.3 veces mas
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probabilidad de presentar H pylori que las pertenecientes a estratos
superiores (ANEXO J). En los pacientes con grado bajo de escolaridad fue
donde se registraron mayor numero de casos positivos para H pylori (11.4%), al
analizar estas variables se encontré que las personas con estudios de basica-
primaria, tienen 3.3 veces mas probabilidad de padecer la infeccion por H pylori
que aquellas personas que tienen estudios mas avanzados (ANEXO J).

Los resultados de la presencia de H pylori con relacion al grupo familiar
muestran que el 22.7% de los cultivos positivos para H pylori pertenecian a
personas que tenian un maximo de tres integrantes en su grupo familiar, sin
embargo al relacionar las variables presencia H pylori con el grupo familiar se
evidencio que aquellas personas que convivian con mas de 5 personas tenian
1.7 veces mas probabilidad de infectarse que aquellas con un grupo familiar
menor. (ANEXO J).

De igual forma Presentaron cultivos positivos para H pylori el 18.2 % de
pacientes con ingresos mensuales menores a un salario minimo; al realizar el
cruce respectivo de variables se encontré que las personas con ingresos bajos
tiene 2.5 veces mas probabilidad de presentar la infeccibn que quienes
devengan ingresos mayores. (ANEXO J).

Al evaluar las condiciones sanitarias en las cuales habitan los pacientes del
estudio se encontré que el 2.3% no contaba con agua potable y el 25.0% no

contaba con servicio de alcantarillado.

5.3 HABITOS DE CONSUMO Y CONDICIONES DE HIGIENE

Al analizar los habitos de consumo en los pacientes positivos para H pylori, se
encontré que el 15.9% consume carne de 3-4 veces por semana y café de 1- 2
veces al dia, el 11.4% ingiere bebidas alcohdlicas y el 9.1% fuma cigarrillos.

En cuanto a las condiciones higiénicas evaluadas a los pacientes positivos para
H pylori se encontré que todos lavan sus alimentos antes de consumirlos y
solo el 4.5% no lava sus manos antes comer.

Al relacionar los factores de riesgo (habitos de consumo y condiciones

higienico sanitarias) con la presencia de H pylori se encontré que las personas
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que consumen carne de 3-4 veces a la semana tienen 1.6 veces mas
probabilidad de presentar H pylori que aquellas que consumen carne con
menor frecuencia (ANEXO J)., de igual forma aquellas personas que toman
café mas de dos veces al dia tienen 2.45 veces mas probabilidad de presentar
H pylori que aquellas que no toman (ANEXO J)., las personas que consumen
bebidas alcohdlicas de 3-4 veces al mes tienen 5.5 veces méas probabilidad de
presentar H pylori que las que no consumen (ANEXO J) Y aquellas que no
acostumbran a lavar sus manos antes de comer tiene 1.6 veces mas
probabilidad de presentar H pylori que aquellas que se las lavan. (ANEXO J).

Al evaluar mas detalladamente la exposicion de los pacientes a los anteriores
factores de riesgo (ANEXO K). Se encontr6 que los pacientes expuestos a mas
de tres factores de riesgo el 18.2% fueron positivo para H. pylori (Tabla 2) y al
relacionar el numero de factores con la presencia de H. pylori se obtuvo que
aguellas personas expuestas a mas de tres factores de riesgo tienen 1.7 veces
mas probabilidad de padecer la infeccion por H. pylori que aquellos que se

encuentran expuestos a menos factores de riesgo.

Cultivos Total
Negativos Positivos

# de factores de riesgo f % f % f %
1 factor de riesgo 8 18.2 1 2.3 9 20.5
2 factores de riesgo 10 22.7 5 11.4 15 | 34.1
3 factores de riesgo 9 20.5 8 18.2 17 | 38.6
4 factores de riesgo 0 0 3 6.8 3 6.6
Total 27 61.4 17 | 38.6 44 | 100

Tabla 2: Numero de factores de riesgos vs cultivos

5.4 MANIFESTACIONES CLINICAS
Al analizar las manifestaciones clinicas relacionadas con la infeccién por H.
pylori se encontré que los sintomas mas frecuentes son: malestar en la parte

superior del estomago con un porcentaje de 29.5% e inapetencia frente a la
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comida y distension epigastrica con 27.3%, y las manifestaciones clinicas
menos frecuentes fueron nauseas con un 15.9% vy diarrea con un
11.4%.(Figura 2)

DOLOR
RETROESTERNAL;
23% BISTENSION
EPIGASTRICA; 27%

SENSACION DE MALESTAR
PLENITUD; 27% ABDOMINAL; 30%

INAPETENCIA; 27%

VOMITOS;
18%
3 NAUSEAS; 16%
REGURGITACION;
23% DIARREA; 11%
LLENURA

PRECOZ; 21%

Figura 2: Distribucion de las manifestaciones clinicas en los cultivos positivos

5.5 ANTECEDENTES CLINICOS

Entre las enfermedades clinicas evaluadas que predisponen al desarrollo de la
infeccion por H. pylori, se encontrd que el 2.3% de los pacientes padecen de
artritis reumatoide; para el resto de las enfermedades como cancer, diabetes y
lupus no se encontraron pacientes positivos. Asi mismo la probabilidad de
padecer la infeccion si se tiene una enfermedad de base es baja. Al evaluar
algunas condiciones susceptibles del paciente que favorezcan la posibilidad de
infeccion como el estar sometido a tratamientos con radio y quimioterapia se
encontré que el 2.3% de los pacientes sometidos a estos tratamientos fueron
positivos para H. pylori, el 11.4% de los pacientes que ha padecido

previamente enfermedades gastrointestinales fueron positivos para H. pylori, y
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ninguno de los pacientes que anteriormente habia padecido infeccion por H.
pylori fueron positivos en este estudio.

Es importante anotar que la infeccién por H. pylori esta asociada al consumo de
ciertos medicamentos de ahi que se evaluo la ingestion de estos en el dltimo
mes obteniéndose que el 27.3% de los pacientes habia consumido inhibidores
de la bomba de protones como el omeprazol por automedicacién o receta
médica, el 9.1% consumia AINES, el 2.3 % referia el uso de antibioticos, e
ingeria corticoides. Al realizar el analisis bivariado de estas variables se
encontré que la probabilidad de padecer la infeccién por H. pylori con la ingesta

de estos medicamentos es baja (ANEXO)

5.6 DIAGNOSTICO CLINICO

Al establecer los diferentes diagnésticos clinicos mas frecuentes en los
pacientes con cultivos positivos para H. pylori se encontr6 que el 9.1%
Gastritis, el 6.8 % Reflujo y el 4.5% Hemorragia gastrointestinal, ulcera gastrica

y dolor abdominal

5.7 DIAGNOSTICO ENDOSCOPICO

Los anteriores diagndésticos al ser confirmados por el especialista presentaron
un comportamiento distinto en donde los mas hallados son la gastritis erosiva
(15.9%), EGD normal (6.8%), esofagitis y mucosa gastrica compatible con H.
pylori (2.3%).

5.8 PRUEBAS DE SUCEPTIBILIDAD

Al determinar el perfil de susceptibilidad a los antibiéticos amoxicilina,
claritromicina y levofloxacina por el método de kirby- Bauer, se obtuvo una alta
resistencia para amoxicilina y claritromicina y una resistencia moderada para

levofloxacina (Tabla 3)
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Diametros de los halos

% de susceptibilidad de inhibicién
Sensible | Intermedio | Resistente | Sensible | Intermedio | Resistente
Amoxicilina 11.8% 5.9% 82.4% 225mm | 24- 22mm <21mm
Claritromicina | 23.5% 17.6% 58.8% = 22mm 21-19mm <18mm
Levofloxacina | 58.8% 11.8% 29.4% 217mm | 16-14mm <13mm

Tabla 3: porcentajes de suceptibilidad a amoxicilina,

levofloxacina
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6. DISCUSION DE RESULTADOS.

La infeccion por H. pylori ha sido asociado al desarrollo de ciertas patologias
como gastritis crénica, ulcera péptica y cancer gastrico; debido a su gran
importancia como factor desencadenante de estas enfermedades ha sido
estudiado por muchos investigadores a nivel mundial; en donde se han
obtenido altas tasas de prevalencia y se ha considerado que las condiciones
geograficas, higiénico-sanitarias, y sociodemograficas de la poblacion puede
actuar como factor de riesgo para el desarrollo de la infeccién por H. pylori.
Debido a que estas condiciones varian por cada region de una forma u otra es
de suma importancia tener estudios propios que permitan conocer la
prevalencia de la infeccion por H. pylori en la poblacién evaluando los
verdaderos factores a los que ésta se expone.

En el estudio realizado en el centro de Diagnostico Gastroduodenal Intermedius
E.D. LTDA de la ciudad de Monteria se encontrd una prevalencia para H. pylori
de 38.6 %; EIl porcentaje de infeccién de H. pylori obtenido en este estudio, se
considera moderado al compararlo con lo reportado por Bravo y colaboradores
quienes en el 2003 publicaron un estudio retrospectivo donde revisaron
historias clinicas de diferentes centros hospitalarios en Colombia, encontrando
un porcentaje de infeccion para monteria del 56.9% (Bravo, 2003), esta
diferencia de porcentajes para la ciudad de monteria es explicable
probablemente por la diferencia en los tipos de estudio, falsos negativos y
positivos y por la posibilidad de tratamiento previo inmediato con antibi6ticos

gue no eliminan la bacteria pero si la disminuyen dificultando su diagnéstico.

Las edades de los pacientes donde mas se encontraron cultivos positivos
fueron las comprendidas entre los 54 y 62 afios que representan un 25% de los
casos positivos; esto concuerda con los resultados obtenidos por Muiioz en el
2007 en la ciudad de Bogota donde el 36.6% se encontraba en edades entre
los 40-49 afios, sugiriendo que la tasa de infeccibn aumenta con la edad, esto

podria deberse a que el H. pylori se puede encontrar colonizando la mucosa
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gastrica durante afios y cuando encuentra ciertas condiciones de
susceptibilidad el individuo desarrolla la infeccion.

Es preciso tener en cuenta que al exponer la poblacién a algunas condiciones
sociodemograficas y sanitarias, tales como pertenecer a un estrato social bajo,
tener escaso nivel de educacion, convivir con un nucleo familiar numeroso,
poseer bajos ingresos salariales, no contar con servicios de alcantarillado y
agua potable. Pueden comportarse como factores de riesgo para adquirir la
infeccion por H. pylori tal como se muestra en el presente estudio donde se
encontro que la mayoria de los pacientes infectados presentaban este factor de
riesgo, lo cual se constata con otros estudios realizados en paises
industrialmente avanzados en donde se confirma este hecho: en
investigaciones realizadas por Graham en U.S.A, Murray en el Reino Unido o
Haeckel en Alemania (Puello, 1999) en las cuales se encontraron relaciones
claras entre la infeccion por H pylori y la clase social baja ,el hacinamiento, el
bajo nivel educacional y las malas condiciones sanitarias en particular, esto
sugiere que no solo en los paises en via de desarrollo se presenta la infeccion
sino también en paises industrializados donde ademas de haber mejoras en las
condiciones de vida, también se presentan estos factores de riesgo

Al analizar los habitos de consumo en los pacientes positivos para H. pylori, se
encontr6 de manera significativa que quienes ingerian carne con mayor
frecuencia, y consumian bebidas alcohdlicas, tabaco y/o café tenian mayor
probabilidad de desarrollar la infeccién por H. pylori; ello se puede relacionar
con la publicacion realizada por Brown en el afio 2000 en la revista
Epidemiology en U.S.A. en la que se hace referencia varios estudios que
interrogan el verdadero papel de estos habitos en el desarrollo de la infeccion
por H. pylori; ya que existe controversia dividas entre los investigadores en
donde algunos reportan cierto tipo de relacion y otros no; se podria deber la
anterior situacion a las metodologias usadas por los investigadores, a las
diferentes caracteristicas que pueden presentar estos productos y las distintas

zonas del mundo (Brown, 2000). Sin embargo el estudio realizado a la

37



poblacibn Monteriana mostro una relacién de probabilidad importante, que
sugiere que exponerse a mas de tres factores de riesgos ya sea consumir
carne, bebidas alcohdlicas, café, fumar entre otros, puede conllevar a
desarrollar la infeccion; por lo que se recomienda realizar estudios de
asociacion que midan la fuerza de la misma entre la causa (factor de riesgo) y

el efecto (la infeccién por H. pylori.)

Las manifestaciones clinicas mas comunes encontradas en este estudio fueron
dolor abdominal, seguido de la inapetencia frente a la comida y distensién
epigéastrica, de acuerdo a otros estudios como el publicado por Puello en 1998
en pamplona que encontré de igual forma que el dolor epigastrico fue el
sintoma mas significativo en pacientes que presentaban la infeccion (Puello,
1998), lo cual puede deberse a que estos sintomas se relacionan con
enfermedades gastrointestinales y el H. pylori es un factor precipitante para que
se desarrollen, al encontrar una concordancia en la sintomatologia de los
diferentes estudios se sugiere que las manifestaciones clinicas no varian de

acuerdo a la zona geografica y que son sugestivas de la enfermedad.

Para evaluar la infeccion por el H. pylori es importante tener en cuenta ciertos
antecedentes clinicos como factores predisponentes tales como el estrés,
diabetes, lupus y la ingesta habitual de algunos medicamentos como la aspirina
y antiinflamatorios no esteroides ya que pueden favorecer la colonizaciéon por
parte del microorganismo y por ende la infeccién. En el estudio se obtuvieron
porcentajes muy bajos de estos factores que se relacionan con la presencia de
H. pylori, esto hace pensar que la presencia de H. pylori en nuestro medio se
relaciona principalmente mas por la exposicion al factor de riesgo que por la

presencia de factores predisponentes.

En cuanto a los diferentes diagndsticos clinicos y endoscépicos se encontrd
que el diagnostico clinico mas comun fue la gastritis y el endoscoépico fue la

gastritis erosiva cronica para los pacientes con H. pylori, lo cual se correlaciona
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con lo descrito por Lopez en su estudio “Infeccion por Helicobacter pylori en
pacientes sintomaticos digestivos del servicio de Gastroenterologia, Hospital
Cuajone 1993: correlacion clinica, endoscoépica y anatomopatologica” donde
los hallazgos endoscopicos mas frecuentes en relacion al diagnéstico de H.
pylori en la poblacién estudiada, fueron gastritis cronica superficial y duodenitis
cronica (Lépez, 1993), esto sugiere que el H. pylori, tiende a producir con mas
frecuencia gastritis que otras patologias y que sus lesiones macroscopicas
observadas durante el procedimiento de endoscopia por lo general concuerdan

con los resultados microbiolégicos.

Al evaluar fenotipicamente la resistencia antimicrobiana se obtuvo un
porcentaje de resistencia por encima del 50% para claritromicina, lo cual difiere
con estudios realizados por Duck en Europa en el 2004, Megraud en Africa y
América del norte para quienes los niveles de resistencia a claritromicina van
del 2 al 50%. Esto puede sugerir el uso de la claritromicina ah tenido un
aumento significativo y puede hacer que el microorganismo en un corto periodo
exprese diferentes mecanismos de resistencia que se traduzcan en limitantes

para el tratamiento.

Para la Amoxicilina se obtuvo una resistencia cercana al 100% siendo éste el
valor mas significativo de los antibidticos evaluados, aunque los estudios de
resistencia a la amoxicilina no han sido muchos, si se ha notado un aumento en
su resistencia, obteniéndose en Asia en un estudio hecho por Okamoto en el
2002 un 31.1%, Paez reporto en Europa un 6% en el 2006; en Italia segun
Aboderin en el 2007 los niveles van desde un 31% a 45% y por ultimo
encontramos a Cisneros en el 2009 quien reporta para América del norte un
1.2%, y para América del sur con un 20%, destacandose costa rica segun
Oladiipo, en el 2007 con un 51.7 %, no se encontraron reportes tan altos en
otras partes del mundo, lo cual sugiere un mayor porcentaje de resistencia en
la poblacion monteriana en comparacion a otros paises donde se han realizado

estudios con resistencias bajas o moderadas, esto sugiere que en la poblacion
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monteriana se presenta altas tasas de resistencia a amoxicilina debido a que
es un antibiético ampliamente utilizado para otro tipo de enfermedades
afiadiéndole a esto su uso indiscriminado por parte de la poblacion al ser un

antimicrobiano de facil acceso.

Se encontré6 que La levofloxacina al ser utilizada como terapia de rescate
presenta un porcentaje moderado de resistencia; al comparar su porcentaje de
resistencia con los estudios obtenidos por Hideyuki en el 2006 en Portugal y
corea, refiriendo un porcentaje de 20%, y un 15% para Japon se puede inferir
que existe un aumento en la resistencia este, no se encontrg reportes en otros
paises pero es sabido que se estan adelantando investigaciones, al analizar
estos datos se encuentra una concordancia entre los resultados obtenidos y los
estudios realizados, lo cual sugiere que la levofloxacina por ser uno de lo
antimicrobianos de uso restringido solo para terapia de rescate, presenta tasas
bajas o0 moderadas de resistencia, por lo que se recomienda su uso de forma
controlada para evitar un incremento en los niveles de resistencia y de esa

forma garantizar el éxito de la terapia.

40



7. CONCLUSIONES

Se logro aislar e identificar H. pylori a partir de biopsias antrales en un amplio
porcentaje en pacientes aun en pacientes tratados con inhibidores de la
bomba de protones.

Los factores de riesgo como condiciones sociodemograficos, econdémicas y
sanitarias representan un papel importante a la hora de adquirir la infeccién
por H. pylori, pero no se observo el mismo comportamiento con los factores
predisponentes como diabetes, lupus, cancer y artritis existentes, los cuales

representan una probabilidad baja como factor para padecer la infeccién por H.

pylori

El aumento de la prevalencia de la resistencia a los tratamientos de eleccion y
el crecimiento de la resistencia a la terapia de rescate hacen pensar en la
necesidad de controlar el consumo de medicamento y evaluar nuevas

estrategias de tratamiento frente a H. pylori.
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8. RECOMENDACIONES

Evitar el uso indiscriminado de antibiéticos, con el fin de impedir un incremento
mayor en la resistencia del H. pylori frente a los antimicrobianos normalmente

usados en su erradicacion.

Ejecutar estudios de asociacion entre los factores de riesgo y la infeccion por
H. pylori que contribuyan aclarar algunos comportamientos de la epidemiologia
local. De igual forma se recomienda estudiar la prevalencia y el
comportamiento de H. pylori frente a los diferentes antibiéticos con todas las
instituciones de la ciudad donde se practican procedimientos de endoscopia,
con el fin de conocer la real situacibn de la poblacion frente este

microorganismo
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ANEXOS



ANEXO A

FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA
GRUPO DE INVESTIGACIONES MICROBIOLOGICAS
Y BIOMEDICAS DE CORDOBA

GIMBIC

Proyecto: “Evaluacién de la resistencia a Claritromicina, Amoxicilina y Levofloxacina en
aislamientos clinicos de Helicobacter pylori de pacientes de la ciudad de Monteria,
Coérdoba”

Acta N° 013 — 2009 (CIUC)

OBJETIVO: Evaluar fenotipica y genotipicamente la susceptibilidad frente a claritromicina,
amoxicilina y levofloxacina de cepas de Helicobacter pylori aisladas de pacientes
diagnosticados con gastritis crénica antral, de la ciudad de Monteria, Cérdoba.

ENCUESTA
CODIGO OCUPACION EDAD
S
O SEXO ESCOLARIDAD ESTRATO
L
®< M F P | s | 1T ] u]|N L jnjm]av | v
g O | 1. Numero de personas del grupo A) 1-3 B)4-6 | C) 7-9 | D)10-12
5 g familiar
< '-'DJ 2. Numero de nifios en el nlcleo A) 0-1 B)2-3 |C) 4-5 | D)>5
e familiar
8 3. Ingresos mensuales | A) <de un salario | B) un salario C) > de un salario
) minimo minimo minimo
4. Cuenta con agua potable en su domicilio? A) Si B) No
5. Cuenta con servicio de alcantarillado en su A) Si B) No
domicilio?
6. Cuantas veces a la semana come A)l-2 | B)3-4 | C)>5 | D) No
carne? consume
7. Cuantas veces consume café al dia? | A)1- 2 B)3-4 |C) >5 D) No
consume
w o 8. Con que frecuencia A) 1-2 B) 3-4 C) >5 D) No
8 S | consume bebidas veces al veces al veces al consume
e 8 alcoholicas? mes mes mes
'0—_3 CZ) 9. Con que frecuencia A)l-2por | B)3—4por | C) >5por | D) No
% O | consume verduras? semana semana semana consume
10. Con que frecuencia A)l-2por | B)3—4por | C) >5por | D) No
consume frutas? semana semana semana consume
11. Con que frecuencia fuma | A) 1-2 B) 3-4 C) >5al D) No
cigarrillos? al dia al dia dia Fuma
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12.Aconstumbra a lavar las frutas y verduras | A) Si
antes de consumirlas

B) No C) A

veces

13. Se lava las manos antes de comer A) Si
cualquier alimento.

B) No C) A

veces

MANIFESTACIONES CLINICAS

14. Ha tenido o presenta alguno de los siguientes sintomas?

Sl AV

NO

Sensacion imprecisa de malestar en la parte superior del
abdomen.

Inapetencia y hasta repugnancia frente a la comida.

Eructos.

Voémitos.

Nauseas.

Diarrea.

Acidez.

Llenura precoz.

Regurgitacion.

Ardor.

Dolor retroesternal.

Distensién epigastrica.

Sensacion de plenitud.

ANTECEDENTES

CLINICOS

15. padece usted de:

Sl

NO

Diabetes Mellitus

Artritis Reumatoide

Lupus Eritematoso

Cancer

16. En los Ultimos tres afios ha estado sometido a tratamientos
con radio o quimioterapia?

A) Si

B) No

17. Ha padecido previamente de enfermedades
gastrointestinales?

A) Si

B) No

18. Ha presentado anteriormente evidencias de HP+,

A) Si

B) No

19. En el dltimo mes ha consumido alguno de los siguientes medicamentos:

Sl

NO

Inhibidores de la bomba de protones (Omeprazol)

Antiinflamatorios no esteroides (AINES)

Antibiéticos

Corticoides

IV. Diagnostico Clinico

V. Diagnostico Endoscopico

VI. Observaciones:
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ANEXO B

FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA .

GRUPO DE INVESTIGACIONES MICROBIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DE
CORDOBA

GIMBIC

Proyecto: Evaluacion de la resistencia a Claritromicina, Amoxicilina y
Levofloxacina en aislamientos clinicos de Helicobacter pylori de pacientes de la
ciudad de Monteria, Cordoba.

Acta N° 013 — 2009 (CIUC)

cooco: | [ [ T 1]

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El grupo de investigaciones microbioldgicas y biomédicas de la universidad de Cérdoba, y el
grupo de Investigacién en Enfermedades Tropicales y Resistencia Bacteriana de la Universidad
del Sinu “Elias Bechara Zainum” esta adelantando una investigacién en la que se pretende
Evaluar fenotipica y genotipicamente la susceptibilidad frente a claritromicina, amoxicilina y
levofloxacina de cepas de Helicobacter pylori aisladas de pacientes diagnosticados para
enfermedad gastroduodenal, que asistan al Centro de Diagnostico Gastroduodenal Intermedius
E.D. LTDA de la ciudad de Monteria.

Cabe resaltar que su colaboracion es de vital importancia para nosotros, ya que la investigacion
en la cual, consentira participar traera consigo beneficios a la comunidad en general.

Si usted tiene a gusto colaborar, su participacién consiste en:
1. Permitir la toma de una biopsia gastrica, la cual sera tomada por un médico especializado
por medio de una endoscopia.

2. Autorizar el procesamiento de las muestras para el estudio.

La decision que usted tome es voluntaria y no influira en el tratamiento que usted reciba en
esta institucion.

Luego de conocer el objetivo de la presente, yo:

identificado con CC:

Acepto mi participacion voluntaria en el estudio a realizar.

FIRMA: FECHA:
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ANEXO C

COLORACION DE GRAM

Fundamento: Las bacterias Gram positivas se tifien de color azul o violeta
debido a la composicion quimica de su pared, retiene el colorante primario
(cristal violeta), y las Gram negativas por ser mas permeables al alcohol debido
a su alto contenido de lipidos son decoloradas y se tifien con el colorante
secundario (fuscina de Gram), observandose de color rosa.

Técnica:

e Realizar el frotis de las colonias sospechosas en el
portaobjetos y dejar secar.

e Fijar la muestra.

e Pasar la muestra al puente de tincion.

e Agregar cristal violeta por 1 minuto.

e Lavar.

e Agregar lugol por 1.15 minutos.

e Lavar.

e Agregar alcohol cetona por 15 segundos.

e Lavar.

e Agregar fuscina de Gram por 30 segundos.

e Lavar.

e Dejar secar y observar al microscopio en objetivo de 100x (H.
pylori se observa como bacilo Gram negativo espiralado o

curvado, usualmente con forma de S 6 coma)
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ANEXO D

CATALASA

Fundamento: La catalasa es una enzima que se encuentra en la superficie
bacteriana, capaz de descomponer el peréxido de hidrogeno (H20,), en

oxigeno y agua, la reaccion positiva se evidencia con la produccion de burbujas

Técnica:
e Colocar las colonias sospechosas en un portaobjeto.
e Agregar varias gotas de peroxido de hidrogeno (H20,)

e Observar la reaccion (H. pylori, es catalasa positivo)
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ANEXO E

CALDO BRUCELLA

Caldo brucella (caseina 10.0g/L, Tejido animal 10.0g/L, Dextrosa 1. Og/L, Extracto de
levadura 2.0g/L, Cloruro de sodio 5.0g/L, Bisulfito sodico 0.1g/L)

Procedimiento

e Pesar 14g de caldo brucella.

e Agregarlos en un frasco de 500ml y completar el volumen con agua
destilada.

e Poner en a ebullicion el caldo.

e Autoclavar a 121°C, 15 pis por 15 minutos.

e Dejar enfriar.

¢ Adicionar el glicerol al 20%

Observaciéon: Cuando el caldo sea requerido para resuspender bacterias, que
luego seran usadas en pruebas de antibiograma el caldo no debe ser
suplementado, pero en caso de ser usado para el transporte de las biopsias o

el congelamiento de las cepas, se debe suplementar con glicerol al 20%
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ANEXO F

SOLUCION DE UREA

Adicionar 60 g/L de urea, 0.012 g/L de rojo fenol, 2 g/L de KH,PO,4, 1 g/L de
peptona, 5 g/L de NaCl y 10 g/L de glucosa en 1 litro de agua destilada.
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ANEXO G

MEDIO SOLIDO PARA AISLAMIENTO Y RECUPERACION DE Helicobacter
pylori

Medio Columbia (Casein peptone (12.0), Meat Peptone (11.0), Starch (1.5),
Cloruro de Sodio (5.0), agar (15.0))

Preparacion:

Pesar 44.5¢g y adicionar 950 ml de agua destilada.

Llevar a ebullicion.

Esterilizar en autoclave a 121 ° C, 15Ib por 15 minutos.
Dejar enfriar a 45-50°C.

Afadir escépticamente sangre de caballo al 10%

e Suplementar con Vitox (OXOID) y/o VCNT (OXOID)

e Servir las cajas.
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ANEXO H

VITOX.

Fundamento: El Vitox es un suplemento de enriquecimiento quimicamente
definido, que se utiliza como aditivo para medio de cultivo de microorganismos

nutricionalmente exigentes.
Preparacion:
¢ Reconstituir cada frasco de liofilizado, transfiriendo asépticamente
10ml de diluyente con una jeringa estéril.
e Agitar hasta la disolucion completa.

e Esta solucion se adiciona a 500 ml de medio.

Observacion: El producto después de reconstituido se debe almacenar entre 2

y 8 °C y se debe utilizar entre dos semanas.
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ANEXO |

SUPLEMENTO SELECTIVO (OXOID)

Preparacion:

¢ Disolver cada vial en 2 ml de agua destilada.

e Agitar hasta disolver totalmente.

Observacién: Esta solucion debe ser agregada a 500ml de medio
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ANEXO J

TABLAS 2X2 (RELACIONES BIVARIADAS)
3. FACTORES SOCIODEMOGRAFICOS

ESTRATO
Estrato AxC= 435 AxC=>1mayor probabilidad
Estrato | Otros DxB DxB
cutivos 1 Estratos -
A x C = <1 menor probabilidad
DxB
+ 11 6
- 8 19
Estrato A X C - 0 23
Estrato Otros DxB
cutivos 2 Estratos
+ 3 14
- 13 14
Estrato AXC=05
Estrato Otros DxB
cutivos 3 Estratos
+ 1 16
- 3 24
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Estrato AxC=166
Estrato Otros DxB
cutivos 4 Estratos
+ 2 15
- 2 25
Estrato AxC=0
Estrato | Otros DxB
cutivos 5 Estratos
+ 0 17
- 1 26

ESCOLARIDAD

Escolar AxC=176
ninguna | Otros DxB
cutivos Escolar
+ 4 13
- 4 23
Escolar AxC =33
primaria Otros DxB
cutivos Escolar
+ 5 12
- 3 24
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Escolar
secundaria Otros
cutivos Escolar
+ 4 13
- 8 19
Escolar
Tecnico Otros
cutivos Escolar
+ 1 16
- 4 23
Escolar
ninguna Otros
cutivos Escolar
+ 3 14
- 8 19

AxC=0.73
DxB

AxC=0.3
DxB

>
X

O
I

o
o
S

O
P
w

NUMERO DE PERSONAS EN EL GRUPO FAMILIAR

#PGF
1-3 Otros
cutivos
+ 10 7
- 16 11

AxC=0.98
DxB
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#PGF AxC=0.38
4-6 Otros DxB
cutivos
+ 2 15
- 7 20
#PGF AXxC=176
7-9 Otros DxB
cutivos
+ 4 13
- 4 23

INGRESOS MENSUALES

ngresos AxC=25
< salario Otros DxB
cutivos
+ 8 9
- 7 20
ngresos AXC=0.26
= salario Otros DxB
cutivos
+ 2 15
- 9 18
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ngresos

> salario Otros
cutivos
+ 7 10
- 11 16

4. HABITOS DE CONSUMO

AxC=1.08

DxB

CONSUMO DE CARNE (Semanal)

C.carne
1-2 Otros
cutivos
+ 7 10
- 12 15
C.carne
3-4 Otros
cutivos
+ 7 10
- 8 19
C.carne
>5 Otros
cutivos
+ 3 14
- 5 22

AxC=0.8
DxB

AxC=16
DxB

>
x
O
I
o
(o]

O
P
o8]
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C.carne

No Otros
cutivos consume
+ 0 17
- 2 25

CONSUMO DE CAFE (Diario)

C. cafe
1-2 Otros
cutivos
+ 7 10
- 6 21
C. cafe
3-4 Otros
cutivos
+ 3 14
- 6 21
C. cafe
>5 Otros
cutivos
+ 5 12
- 4 23

AXC=0

DxB
AxC=245
DxB
AxC=0.75
DxB
AxC=23
DxB
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C. cafe

No Otros
cutivos consume
+ 2 15
- 11 16

AxC=01
DxB

CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS (Mensual)

.alochol
1-2 Otros
cutivos
+ 5 12
- 10 17
.alochol
34 Otros
cutivos
+ 3 14
- 1 26
.alochol
No Otros
cutivos consume
+ 9 8
- 16 11

AxXC=07
DxB
AxC=55
DxB
AXC=07
DxB
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LAVADO DE MANOS

v/imanos
AV Otros
cutivos
+ 15 2
- 24 3
v/imanos
Si Otros
cutivos
+ 0 17
- 1 26
v/imanos
No Otros
cutivos
+ 2 15
- 2 25

>
X
O
I
o
©

O
x
w

>
X
O
I
o

O
P
w

AxC=16
DxB

66



ANEXO K

FACTORES DE RIESGO HIGIENICO-SANITARIOS

F

NO LAVADO DE MANOS | PRESENCIA DE H. PYLORI

FUMA

ALCOHOL

CAFE

CARNE

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
2
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
a2
43
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